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烏魚中雌激素多重殘留分析方法建立及應用 
陳慧珊 1、陳鴻基 2、徐慈鴻 1* 

摘要 

陳慧珊、陳鴻基、徐慈鴻。2020。烏魚中雌激素多重殘留分析方法建立及應用。臺

灣農藥科學  9：55-75。 

本研究應用液相層析串聯質譜儀 (LC-MS/MS)，建立烏魚(烏魚肉、烏魚肝及烏

魚卵巢 ) 中雌酮  (Estrone, E1) 、 17α- 雌二醇  (17α-Estradiol, 17α-E2) 、雌二醇 

(Estradiol, E2)、雌三醇(Estriol, E3)、己烯雌酚 (Diethylstilbestrol, DES)、乙炔雌二醇 

(Ethinylestradiol, EE) 及苯甲酸雌二醇 (Estradiol benzoate, EB) 等 7 種雌激素之殘留

檢驗技術。於烏魚 (烏魚肉、烏魚肝及烏魚卵巢) 中分別添加三濃度進行三重複回收

率試驗，以 QuEChERS 方法萃取淨化後，所得檢液再以 LC-MS/MS 進行定性與定量

分析。7 種雌激素之平均回收率測試結果，烏魚肉中為 67~116%，烏魚肝中為

61~113%，烏魚卵巢中為 60~99%，所有平均回收率之變異係數皆 <20%，定量極限

在烏魚肉為 0.002 mg/kg，烏魚肝為 0.005 mg/kg 及烏魚卵巢為 0.005 mg/kg，顯示所建

立之檢驗方法可應用於烏魚中雌激素殘留之監測，應用本方法於海生烏魚及洄游烏

魚雌激素含量調查，包含烏魚肉、烏魚肝及烏魚卵巢，其結果可提供為海生烏魚及

洄游烏魚中雌激素之種類及背景值含量，以作為後續研究應用之參考。 

關鍵詞： 烏魚、雌激素、液相層析串聯質譜儀 

 

緒言 

烏魚為底棲性魚類，喜棲息在入海

口，產卵期時會洄游至外海產卵，孵化後

幼魚溯河入淡水河川  (15)，圍捕作為養殖

之天然魚苗，臺灣烏魚魚苗之供應目前為

天然魚苗，隨著產業發展，加上配合飼料

之開發，烏魚養殖方法已由粗放式混養進

步到集約式養殖，集約式養殖業以嘉義、
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臺南為主要地區，彰化、雲林多在文蛤池

中混養者居多數，而烏魚養殖可分成兩部

分，一為飼養約一年之烏魚，供應市場銷

售或作為抱卵烏魚養殖；二為抱卵烏魚養

成，抱卵烏魚出售之魚齡可分成三年烏與

二年烏 (3)。每年冬至前後烏魚會順著中國

沿岸流往南洄游至臺灣南部，漁民在此時

期進行捕撈並將烏魚卵巢加工製成高單價

之烏魚子販售，國內烏魚產值至少破億

元，惟因海洋環境變化致野生烏魚數量年

間波動大，供給不穩定，幸賴烏魚養殖技

術日漸純熟，養殖烏魚子已逐步替代海洋

捕撈烏魚子 (5)，文獻顯示養殖初期投餵含

有添加雌激素之飼料，可提升雌性烏魚之

比例  (41)。為維繫我國養殖烏魚產業之應

用發展，爰建立雌激素藥劑檢驗技術，提

升雌激素之靈敏度及準確度，針對國內海

生烏魚 (含洄游烏魚，特指冬至前後產卵

洄游至臺灣海峽之烏魚。 ) 所含之雌激

素種類及含量進行分析調查，以釐清民眾

疑慮，提升水產食品食用安全。 

雌激素  (Estrogen) 是一類女性荷爾

蒙，主要由卵巢、黃體和胎盤產生，少量

的雌激素則經由其他組織合成，如肝、腎

上腺皮質及乳房，另男性的睪丸也會分泌

少量雌激素。雌激素於生物體內之主要作

用為促進女性性徵的發育成熟，同時調節

其 生 長 與 發 展  (2, 37) 。 而 類 雌 激 素 

(Xenoestrogen) 則具有模擬雌激素於內分

泌系統上之作用，造成生物體於生殖方面

上之損害  (19, 40)。類雌激素包含天然雌激

素與具有雌激素特性之人工合成化合物

等。天然雌激素之來源主要為內分泌系統

所產生之物質，來自生物體所產生之雌激

素主要有雌酮  (Estrone, E1) 、雌二醇 

(Estradiol, E2)、及雌三醇  (Estriol, E3) 

等，生物體內雌激素的生物合成與代謝途

徑相當複雜，其中雌二醇為卵巢分泌之主

要雌激素，而雌酮與雌三醇為雌二醇之主

要 代 謝 物  (2) 。 另 外 ， 己 烯 雌 酚 

(Diethylstilbestrol, DES) 、 乙 炔 雌 二 醇 

(Ethinylestradiol, EE) 及 苯 甲 酸 雌 二 醇 

(Estradiol benzoate, EB) 為人工合成雌激

素化合物，能產生與天然雌激素相同的藥

理與治療作用，是口服避孕藥及治療女性

疾病藥物之主要成分。動植物防疫檢疫局

動物用藥品資訊服務網中指出，苯甲酸雌

二醇可用於治療牛、馬、豬、羊、犬、

貓、兔雌性生殖器官之發育及功能 (1)。衛

生福利部動物用藥殘留標準及食品法典委

員會 2015 年第二次會議指出，雌二醇於

家畜類中得免訂容許量 (9, 16)。 

目前檢測雌激素的方法可分為生物性

及化學性分析方法，生物性分析方法有酵

素 連 結 免 疫 吸 附 法  (enzyme-linked 

immunosorbent assay；ELISA) (20, 24, 43) 及

放射性免疫法(radioimmunoassay；RIA)，

因其受限於是否有特定的抗血清，以及交

叉反應 (cross-reaction)的干擾，所以較不

常被使用  (10)，廣泛使用的方法是化學性

分析方法，包括高效液相層析法  (high 

performance liquid chromatography, HPLC) 

(25, 27, 34, 35)、氣相層析串聯質譜儀  (gas 

chromatograph/tandem mass spectrometer，
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GC-MS/MS) (14, 24, 28, 29, 46) 和液相層析串聯

質譜儀 (liquid chromatograph/tandem mass 

spectrometer, LC-MS/MS) (7, 13, 17, 22, 28, 32, 48, 

50) 分析之方法，高效液相層析法選擇性

和靈敏度低，氣相層析串聯式質譜儀分析

法需衍生化程序複雜且耗時，液相層析串

聯質譜儀分析法之分析速度快且具備高靈

敏度，降低干擾物提升檢測之專一性，其

定性和定量分析準確性高。本研究參考歐

盟 QuEChERS 方法 (12, 26)，以液相層析串

聯質譜儀提升雌激素檢測之靈敏度及準確

度，開發 7 項雌激素之多重殘留分析方

法。 

材料與方法 

一、樣品來源 

(一) 海生烏魚： 

2019 年 10 月由國立臺灣海洋大學自

雲林口湖採集 20 件的海生烏魚樣品；海

生烏魚樣品再細分為海生烏魚肉 20 件、

海生烏魚肝 20 件及海生烏魚卵巢 20 件。 

(二) 洄游烏魚： 

2019 年 12 月由國立臺灣海洋大學自

彰化採集 20 件的洄游烏魚樣品；洄游烏

魚樣品再細分為洄游烏魚肉 20 件、洄游

烏魚肝 20 件及洄游烏魚卵巢 19 件。 

總計樣品分別為烏魚肉 40 件、烏魚

肝 40 件及烏魚卵巢 39 件。 

二、試藥 

乙腈及甲醇均採層析級；氟化銨採用

分析級；純水  (比電阻於 25oC 可達 18 

MΩ/cm 以上 )；雌激素對照用標準品 7

項，包括雌酮  (Sigma-Aldrich, 99%) 、

17α-雌二醇  (Sigma-Aldrich, 98%)、雌二

醇 (Sigma-Aldrich, 98%)、雌三醇 (Sigma- 

Aldrich, 99.3%) 、 己 烯 雌 酚  (Sigma-

Aldrich, 99%) 、 乙 炔 雌 二 醇  (Sigma-

Aldrich, 98%) 及苯甲酸雌二醇  (USP, 

100%)。 

三、標準溶液配製 

取雌激素對照用標準品，各約 10 

mg，精確稱定，以甲醇溶解並定容至 100 

mL，作為標準原液  (stock solution, 100 

mg/L)，避光於 18℃ 貯存備用。臨用時精

確量取適量標準原液，以甲醇稀釋至

0.002~0.2 mg/L，供作標準溶液。 

四、檢液之調製 

量取經過處理之待測樣品，精秤 10 g

於 50 mL 離心管中，若為魚肝、魚卵巢則

精秤 2 g，添加 10 mL 的乙腈，再加入陶

瓷均質石 1 顆，蓋上離心管蓋並以試管振

盪器劇烈振盪 2 分鐘，再加入 6.5 g 的緩

衝—鹽混合劑 (QuEChERS Extract Tubes, 
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EN Method, Agilent, 5982-5650)，蓋上離

心管蓋並劇烈振盪 2 分鐘進行二次萃取及

鹽析分層，於 15℃ 以 3,000 xg 離心 5 分

鐘，取上層之澄清液 6 mL，移至淨化離心

管 (Dispersive SPE 15 mL, Fatty Samples, EN, 

Agilent, 5982-5156) 中，劇烈振盪 2 分鐘，

並於 15℃ 以 3,000 xg 離心 5 分鐘，取上

層液供作檢液原液。量取 1 mL 的檢液原

液至另一玻璃試管，將檢液原液以吹氮濃

縮裝置吹至微乾後加入 1 mL 的甲醇定量，

若為魚肝及魚卵巢則吹至微乾後加入 0.5 mL

的甲醇定量，混合均勻後再以濾膜 (0.2μm, 

PTFE, 13mm) 過濾，供作檢液，進行液相

層析串聯質譜儀分析，方法詳見 (圖一)。 

五、基質匹配檢量線製備 

取空白樣品，依檢液之調製後量取1 mL

檢液原液，以吹氮濃縮裝置吹至剛乾，分別

加入 0.002~0.2 mg/L標準溶液 1 mL，若為魚

肝及魚卵巢則分別加入 0.002~0.2 mg/L 標

準溶液 0.5 mL，混合均勻，供作基質匹配

檢量線溶液，製作濃度至少五種不同濃

度，以自動注入器注入適當體積由各待測

物所得之波峰面積 (Peak Area)，執行檢量

線製作並確定其線性相關。 

稱取 10 g 均質後的樣品 
(魚肝、魚卵巢稱取 2 g) 

↓ 
添加 10 mL 的乙腈，再加入陶瓷均質石 1 顆，劇烈振盪 2 分鐘 

↓ 
加入緩衝—鹽混合劑 

(商品化：QuEChERS Extract Tubes, EN Method, Agilent) 
↓ 

劇烈振盪 2 分鐘後，以 3,000 xg 離心 5 分鐘，使萃取液分層 
↓ 

取 6 mL 上層液入淨化離心管中 
(商品化：Dispersive SPE 15 mL, Fatty Samples, EN, Agilent) 

↓ 
劇烈振盪 2 分鐘後，以 3,000 xg 離心 5 分鐘 

↓ 
取 1 mL 的檢液原液 

↓ 
於 4℃ 氮氣吹乾，以 MeOH 定容至 1 mL 
(魚肝、魚卵巢以 MeOH 定容至 0.5 mL) 

↓ 
再以 0.2 μm 濾膜過濾，供作檢液 

↓ 
以 LC-MS/MS 分析 

圖一、雌激素之多重殘留流程圖。 

Fig. 1. Flowchart illustrating estrogen residue analysis.
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六、分析儀器 

樣品依方法調製檢液後，以液相層析

串 聯 質 譜 儀  (Agilent 1290/6470, LC-

MS/MS) 分析，其儀器條件如下：(1) 離

子源：電灑游離  (electrospray ionization, 

ESI)，(2) 層析管柱：Poroshell 120 PFP，

長度 100 mm，內徑 3.0 mm，粒徑 2.7 

µm；層析管柱溫度：40℃， (3) 保護管

柱：Poroshell 120 PFP，長度 5 mm，內徑 

3 mm，粒徑 2.7 µm，(4) 移動相溶液 A：

精秤 0.37 g 氟化銨，以 1,000 mL 純水充分

溶解後，以 0.2 μm 濾膜過濾，取濾液作為

移動相溶液 A 備用，以 0.2 μm 濾膜過濾備

用；移動相溶液 B：乙腈；移動相流速為

0.3 mL/ min；移動相梯度變化見 (表一)，

(5) 注入體積： 5 μL， (6) 毛細管電壓 

(capillary voltage)：正離子掃描為 4 kV，

負離子掃描為 3.5 kV， (7) 離子源溫度 

(ion source temperature)：300℃，(8) 溶媒

揮散氣體流速：40 psi， (9) 碰撞氣體壓

力：2 mL/min，(10) 偵測模式：多重反應

偵測  (multiple reaction monitoring, MRM) 

正負離子模式，各待測物檢驗時之儀器設

定參考條件詳見 (表二)。 

表一、移動相流速及梯度變化 
Table 1. Flow gradients for mobile phases of 

LC 

Time 
(min) 

Flow 
(mL/min) 

Mobile phase 
A (%) 

Mobile phase 
B (%) 

0 0.3 70 30 

2 0.3 70 30 

5 0.3 40 60 

10 0.3 20 80 

12 0.3 10 90 

14 0.3 10 90 
 

表二、質譜儀分析條件 
Table 2. MS/MS fragmentation conditions 

Compound name1) 
ESI 

mode 
Precursor 
ion (m/z) 

Fragment 
(V) 

Quantification  Identification 

Product  
ion (m/z) 

Collision 
energy (eV) 

 
Product  
ion (m/z) 

Collision 
energy (eV) 

Estrone ESI- 269.1 196 145.2 33  159.2 33 

17α-Estradiol ESI- 271.2 196 145.1 40  183.2 40 

Estradiol ESI- 271.2 196 145.1 40  183.2 40 

Estriol ESI- 287.2 196 171.2 38  145.1 38 

Diethylstilbestrol ESI- 267.1 124 237.2 25  251.0 21 

Ethinylestradiol ESI- 295.2 196 145.0 45  159.3 33 

Estradiol benzoate ESI+ 377.2 144 104.9 17  76.9 65 

1) Estrone：E1，雌酮；17α-Estradiol：17α-E2，17α-雌二醇；Estradiol：E2，雌二醇；Estriol：E3，雌三

醇；Diethylstilbestrol：DES，己烯雌酚；Ethinylestradiol：EE，乙炔雌二醇；Estradiol benzoate：EB，

苯甲酸雌二醇。 
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七、鑑別試驗及含量測定 

(一) 檢液定性測定 

以基質匹配檢量線進行層析儀分析，

各待測物之滯留時間、定量離子、定性離

子等參數作為檢液中所含待測物種類之定

性依據，檢液中所檢測出待測物之滯留時

間與基質匹配檢量線其差異需在 0.4 min

以內，且符合 (表三) 所列條件者方需進

行定量測定。 

(二) 檢液定量測定 

經定性確認者，由基質匹配檢量線所

得的線性迴歸曲線 y=mx+n 求出檢液中各

待測物之濃度 (mg/L) (C)，再依下列計算

式 求 得 待 測 樣 品 中 各 待 測 物 之 含 量 

(mg/kg；ppm)。 

待 測 樣 品 中 各 待 測 物 之 含 量 

(mg/kg；ppm) = C × V × F / M 

C：由各待測物基質匹配檢量線求得

檢液中各待測物之濃度 (mg/L) 

V：檢液最後定容之體積 (mL) 

F：乙腈加入體積／檢液原液量取體積 

M：待測樣品之重量 (g) 

八、回收率試驗 

將適量之待測物標準品添加於空白樣

品中，依檢驗方法分析步驟，分別進行烏

魚肉、烏魚肝及烏魚卵巢中三種濃度三重

複之回收試驗，加以定量求出其回收率  

(Recovery，R%) 及計算三重複試驗之變

異係數 (coefficient of variation，CV)，方

法確效評估依據食品化學檢驗方法之確效

規範 (8)，依樣品所含待測物之濃度，其回

收率應介於 70~120% (濃度範圍 ＞0.01~1 

ppm) 或 65~125% ( 濃 度 範 圍 ＞ 0.001~ 

0.01ppm)，且其變異係數小於 20%。 

九、基質效應 (Matrix effect, ME) 

取空白樣品，依檢液之調製後量取 1 

mL 檢液原液，以吹氮濃縮裝置吹至剛

乾，加入 0.05 mg/L 標準溶液 1 mL，若為

魚肝及魚卵巢則加入 0.05 mg/L 標準溶液

0.5 mL，混合均勻，供作基質效應之檢

液，以自動注入器注入適當體積由各待測

物所得之波峰面積  (Peak Area)，比較其

和等量純待測物標準品的訊號，各進行 3 

重複之檢測，定量地描述前處理與層析方

法時之基質效應，其基質效應以下列公式

進行量化 (36)：  

表三、 相對離子強度之最大容許範圍 
(2002/657/EC) (39) 

Table 3. Maximun permitted tolerances for 
relative ion intensities (2002/657/EC) 

Relative intensity 
(% of base peak)1) 

Relative  
(%) 

> 50 ± 20 
> 20 ~ 50 ± 25 
> 10 ~ 20 ± 30 
≦ 10 ± 50 
1) 相對離子強度 (%) 由定性離子波峰面積除以定

量離子波峰面積再乘以 100% 而得 (≤100 %) 
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ME (%) = A(Extract)/A(Standard) x 

100-100  

A (Extract)：基質效應之檢液中各待

測物之波峰面積 

A (Standard)：標準溶液中各待測物之

波峰面積 

十、 定量極限 (limit of quantitation, 
LOQ) 

依照本研究的萃取及淨化方式，於均

質的空白樣品中，添加定量極限之標準溶

液，配製 3 個樣品，經液相層析串聯質譜

儀  (LC-MS/MS) 檢測，且強度之訊噪比 

(S/N) 大於 10 以上。 

結果與討論 

一、雌激素多重殘留分析方法建立 

(一) LC-MS/MS 分析條件 

本研究以 LC-MS/MS 作為分析儀器，

依據雌激素之性質，選擇以正離子模式或

負離子模式來進行分析，詳見表二，以

LC-MS/MS 正／負離子模式同時分析 7 種

雌激素，於移動相中添加鹼性溶液如氟化

銨增加其靈敏度，在正離子模式下增強游

離化的效率，在負離子模式下幫助分析物

去質子化提高靈敏度  (21, 42, 45, 47, 49)，本研

究以乙腈與去離子水搭配 0.01M 氟化銨水

溶液作為移動相，流速為 0.3 mL/min，可

於 14 分鐘內完成分析，(圖二) 為 E1、

17α-E2、E2、E3、DES、EE 及 EB 濃度

0.05 mg/L 之 MRM 圖譜。 

(二) 檢量線與定量極限 

本研究以基質匹配檢量線來執行檢量

線製作並確定其線性相關，製作濃度至少

五種不同濃度，7 種雌激素之檢量線範圍

於 不 同 基 質 中 分 別 為 ： 烏 魚 肉 為

0.002~0.2 mg/kg ， 烏 魚 肝 為 0.005~0.5 

mg/kg 及烏魚卵巢為 0.005~0.5 mg/kg，7

種雌激素之線性相關係數  (correlation 

coefficient) r 於不同基質中分別為：烏魚

肉為 0.9989~0.9999，烏魚肝為 0.9997~ 

0.9999 及烏魚卵巢為 0.9995~0.9998，皆具

有良好的線性關係，其 r皆 > 0.995。依照

本研究的萃取及淨化方式，於均質的空白

樣品中，添加定量極限之標準溶液，配製

3 個樣品，經液相層析串聯質譜儀  (LC-

MS/MS) 檢測，且強度之訊噪比  (S/N) 

大於 10 以上，其定量極限  (limit of 

quantitation, LOQ) 於 烏 魚 肉 為 0.002 

mg/kg，烏魚肝為 0.005 mg/kg 及烏魚卵巢

為 0.005 mg/kg，詳見 (表四~表六)。 

(三) 回收率試驗之結果 

本研究參考歐盟 QuEChERS 方法 (12, 

26)，建立烏魚肉、烏魚肝及烏魚卵巢中 7

種雌激素之檢驗方法，方法流程見圖一，

方法確效則分別進行烏魚肉、烏魚肝及烏
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魚卵巢中三種濃度 (低中高) 三重複之回

收 試 驗 ， 加 以 定 量 求 出 其 回 收 率 

(Recovery，R%) 及計算三重複試驗之變

異係數 (coefficient of variation，CV)，添

加雌激素 (0.005 mg/kg、0.01 mg/kg 和

0.05 mg/kg) 於烏魚肉的空白樣品中，其

樣品中的平均回收率為 67~116%，重複性

試驗之變異係數 (CV) 在 1~12%間，添加

雌激素 (0.0125 mg/kg、0.025 mg/kg 和

0.125 mg/kg) 於烏魚肝的空白樣品中，其 

 

圖二、7種雌激素 0.05 mg/L之 MRM圖譜。 

Fig. 2. MRM chromatograms of 7 estrogen at 0.05 mg/L. 

Estrone：E1，雌酮；17α-Estradiol：17α-E2，17α-雌二醇；Estradiol：E2，雌二

醇 ； Estriol ： E3 ， 雌 三 醇 ； Diethylstilbestrol ： DES ， 己 烯 雌 酚 ；

Ethinylestradiol：EE，乙炔雌二醇；Estradiol benzoate：EB，苯甲酸雌二醇。 
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表四、烏魚肉中雌激素之線性相關係數與定量極限 

Table 4. Correlation coefficient and limit of quantitation for estrogen in aquaculture mullet muscle 

Compound name  
Calibration range 

(mg/kg) 
Correlation 
coefficient 

LOQ 
(mg/kg) 

Estrone   0.002 ~ 0.2 0.9999 0.002 

17α-Estradiol   0.002 ~ 0.1 0.9993 0.002 

Estradiol   0.002 ~ 0.2 0.9999 0.002 

Estriol   0.002 ~ 0.1 0.9998 0.002 

Diethylstilbestrol   0.002 ~ 0.1 0.9998 0.002 

Ethinylestradiol   0.002 ~ 0.2 0.9998 0.002 

Estradiol benzoate   0.002 ~ 0.1 0.9989 0.002 

表五、烏魚肝中雌激素之線性相關係數與定量極限 

Table 5. Correlation coefficient and limit of quantitation for estrogen in mullet liver 

Compound name  
Calibration range 

(mg/kg) 
Correlation 
coefficient 

LOQ 
(mg/kg) 

Estrone  0.005 ~ 0.5 0.9999 0.005 

17α-Estradiol  0.005 ~ 0.5 0.9999 0.005 

Estradiol  0.005 ~ 0.25 0.9999 0.005 

Estriol  0.005 ~ 0.5 0.9999 0.005 

Diethylstilbestrol  0.005 ~ 0.5 0.9997 0.005 

Ethinylestradiol  0.005 ~ 0.5 0.9997 0.005 

Estradiol benzoate  0.005 ~ 0.5 0.9999 0.005 

表六、烏魚卵巢中雌激素之線性相關係數與定量極限 

Table 6. Correlation coefficient and limit of quantitation for estrogen in mullet ovaries 

Compound name  
Calibration range 

(mg/kg) 
Correlation 
coefficient 

LOQ 
(mg/kg) 

Estrone  0.005 ~ 0.5 0.9997 0.005 

17α-Estradiol  0.005 ~ 0.25 0.9997 0.005 

Estradiol  0.005 ~ 0.5 0.9998 0.005 

Estriol  0.005 ~ 0.25 0.9998 0.005 

Diethylstilbestrol  0.005 ~ 0.25 0.9996 0.005 

Ethinylestradiol  0.005 ~ 0.5 0.9998 0.005 

Estradiol benzoate  0.005 ~ 0.5 0.9995 0.005 
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樣品中的平均回收率為 61~113%，重複性

試驗之變異係數 (CV) 在 1~17% 間，添

加雌激素 (0.0125 mg/kg、0.025 mg/kg 和

0.125 mg/kg) 於烏魚卵巢的空白樣品中，

其樣品中的平均回收率為 60~99%，重複

性試驗之變異係數 (CV) 在 1~10% 間，

添加三種濃度於不同基質中的平均回收

率，除烏魚肉中低濃度雌三醇、烏魚肝中

中高濃度苯甲酸雌二醇及烏魚卵巢中中高

濃度雌三醇的平均回收率介於 60~70%，

其餘皆符合確效規範 70~120%，然烏魚肉

中添加低濃度 (0.005 mg/kg) 雌激素之回

收試驗，則符合確效規範 60~125%，其重

複性試驗之變異係數  (CV) 皆<20%，而

添加高濃度於不同基質中重複性試驗之變

異係數 (CV) 皆 <15%，顯示本檢驗方法

之建立，可快速準確的進行烏魚肉、烏魚

肝及烏魚卵巢中雌激素檢測之定性及定

量，詳見 (表七~九)。 

 

表七、烏魚肉中 7種雌激素回收率測試結果 

Table 7. Recovery rates for 7 estrogen in aquaculture mullet muscle 

Compound name 
 

Low concentration 
 

Medium concentration 
 

High concentration 
Spike level Recovery CV 

(%) 
Spike level Recovery CV 

(%) 
Spike level Recovery CV 

(%)  (mg/kg) (%)  (mg/kg) (%)  (mg/kg) (%) 

Estrone  0.005 89 5  0.01 100 4  0.05 98 2 

17α-Estradiol  0.005 86 6  0.01 95 5  0.05 94 4 

Estradiol  0.005 79 11  0.01 98 3  0.05 91 1 

Estriol  0.005 67 11  0.01 73 10  0.05 77 2 

Diethylstilbestrol  0.005 83 4  0.01 78 7  0.05 80 4 

Ethinylestradiol  0.005 100 12  0.01 110 9  0.05 97 5 

Estradiol benzoate  0.005 71 6  0.01 116 2  0.05 106 3 

表八、烏魚肝中 7種雌激素回收率測試結果 

Table 8. Recovery rates for 7 estrogen in mullet liver 

Compound name 
 

Low concentration 
 

Medium concentration 
 

High concentration 
Spike level Recovery CV 

(%) 
Spike level Recovery CV 

(%) 
Spike level Recovery CV 

(%)  (mg/kg) (%)  (mg/kg) (%)  (mg/kg) (%) 

Estrone  0.0125 86 7  0.025 94 1  0.125 87 10 

17α-Estradiol  0.0125 93 6  0.025 90 3  0.125 81 11 

Estradiol  0.0125 113 2  0.025 107 3  0.125 95 6 

Estriol  0.0125 75 17  0.025 73 4  0.125 70 12 

Diethylstilbestrol  0.0125 93 3  0.025 84 2  0.125 84 10 

Ethinylestradiol  0.0125 94 5  0.025 104 6  0.125 87 9 

Estradiol benzoate  0.0125 71 12  0.025 65 1  0.125 61 5 
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表九、烏魚卵巢中 7種雌激素回收率測試結果 

Table 9. Recovery rates for 7 estrogen in mullet ovaries 

Compound name 
 

Low concentration 
 

Medium concentration 
 

High concentration 

Spike level Recovery CV 
(%) 

Spike level Recovery CV 
(%) 

Spike level Recovery CV 
(%)  (mg/kg) (%)  (mg/kg) (%)  (mg/kg) (%) 

Estrone  0.0125 87 6  0.025 93 4  0.125 90 1 

17α-Estradiol  0.0125 92 8  0.025 80 5  0.125 85 3 

Estradiol  0.0125 95 5  0.025 78 6  0.125 84 3 

Estriol  0.0125 72 10  0.025 60 8  0.125 69 2 

Diethylstilbestrol  0.0125 76 1  0.025 73 7  0.125 84 0 

Ethinylestradiol  0.0125 88 10  0.025 86 7  0.125 89 2 

Estradiol benzoate  0.0125 99 1  0.025 87 5  0.125 86 5 

 

(四)基質效應之評估 

基質指的是樣品中待測物以外的成

分，其常常對待測物的分析有顯著的干

擾，並影響分析結果的準確性，本研究主

要評估 LC-MS/MS 的基質效應，指層析過

程中同時間進入質譜儀的其他物質，尤其

是一些揮發性較低的分子，造成待測物於

游離源中離子化效率不預期地產生變動，

進而影響定量的結果，大多數情形以游離

化被抑制為多，少數情形會增強游離化的

效率 (6, 30)。為評估基質效應，分別配製烏

魚肉、烏魚肝及烏魚卵巢中 7 種雌激素 3

重複基質效應之檢液，其濃度分別為 0.05 

mg/kg、0.125 mg/kg 和 0.125 mg/kg，參照

公式進行量化，量化之結果若為正值則表

增強，若為負值則表抑制，如基質效應微

弱  (增強或抑制 0~20%)，可忽視基質干

擾，但具中等  (增強或抑制 20~50%) 或

強烈  (增強或抑制  >50%) 基質效應，則

必須使用基質匹配檢量線來克服基質的影

響  (23, 33)，結果顯示雌二醇在烏魚肝基質

中，其基質效應增強 25%，苯甲酸雌二醇

在烏魚肉基質中，其基質效應增強 33%，

但在烏魚肝及烏魚卵巢基質中，其基質效

應分別抑制 70% 及 62%，其餘雌激素在

不同基質中之基質效應皆小於 20%，詳見 

(表十)。 

基質效應隨著基質之不同、待測物理

化性質之不同及層析滯留時間而改變，若

基質效應在樣品之間具一致性，基本上對

於定量的再現性影響不大，若基質效應變

動較大，可能影響結果的再現性與準確

性，使用穩定同位素標定的內標準品可消

除基質之影響，然若以同位素內標進行定

量，其同位素標定的內標準品不易找齊，

只由少數內標準品來定量多種待測物難以

去除基質效應的影響，如何能一次分析多

種化合物，又能將基質效應對於定量的影 
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表十、不同基質中雌激素之基質效應 

Table 10. Matrix effects (ME) for estrogen in different matrixes 

Compound name 
 ME (%) 

 Mullet muscle Mullet liver Mullet ovaries 

Estrone  1 3 1 
17α-Estradiol  4 -5 4 
Estradiol  -6 25 2 
Estriol  1 3 4 
Diethylstilbestrol  6 9 2 
Ethinylestradiol  0 2 6 
Estradiol benzoate  33 -70 -62 

 

響控制於可接受的範圍，是多重殘留分析

方法的一大挑戰，在無適當內標準品可用

的情形下，利用相同基質添加標準品建立

基質匹配檢量線進行定量，可大幅降低基

質效應對定量的影響 (6, 31, 38)，本研究皆以

基質匹配檢量線進行含量測定。 

二、雌激素含量的調查 

將此方法應用於海生烏魚及洄游烏魚

雌激素含量調查，包含烏魚肉、烏魚肝及

烏魚卵巢。 

(一) 海生烏魚之雌激素含量 

分析 2019 年 10 月由國立臺灣海洋大

學自雲林採集之 20 件海生烏魚樣品，海

生烏魚樣品再細分為海生烏魚肉 20 件、

海生烏魚肝 20 件及海生烏魚卵巢 20 件。 

雌激素含量檢測結果顯示如下： 

1. 烏魚肉：20件海生烏魚肉樣品中皆未檢

出雌激素 (< LOQ)。 

2. 烏魚肝：20件雌性海生烏魚肝樣品中有

11件烏魚肝樣品檢測到雌激素，檢出率

為 55%，檢出雌二醇含量為 0.005~0.010 

mg/kg。 

3. 烏魚卵巢：20 件海生烏魚卵巢樣品中

有 11 件烏魚卵巢樣品檢測到雌激素，

檢出率為 55%，檢出雌二醇含量為

0.005~0.010 mg/kg，詳見 (表十一)。 

(二) 洄游烏魚之雌激素含量 

分析 2019 年 12 月由國立臺灣海洋大

學自彰化採集之 20 件洄游烏魚樣品，洄

游烏魚樣品再細分為洄游烏魚肉 20 件、

洄游烏魚肝 20 件及洄游烏魚卵巢 19 件。 

雌激素含量檢測結果顯示如下： 

1. 烏魚肉：20件洄游烏魚肉樣品中皆未檢

出雌激素 (< LOQ)。 

2. 烏魚肝：1 件雄性洄游烏魚肝樣品中未

檢出雌激素 (< LOQ)；19件雌性洄游烏

魚肝樣品中有 19 件烏魚肝樣品檢測到

雌激素，檢出率為 100%，檢出雌二醇 
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表十一、雌激素烏魚樣品分析結果 

Table 11. Estrogen residues detected in mullet samples 

Type of sample No. of samples Analytes 
No. of samples 

with residue 
The detection 

rate (%) 
The detection 
range (mg/kg) 

Mullet liver(Female)     

Marine mullet 20 Estradiol 11 55 0.005~0.010 

Migrating mullet 19 

Estradiol 19 100 0.013~0.229 

Estrone 5 26 0.007~0.027 

Estriol 1 5 0.010 

Mullet ovaries      

Marine mullet 20 Estradiol 11 55 0.005~0.010 

Migrating mullet 19 Estradiol 1 5 0.007 
 

 含量為 0.013~0.229 mg/kg、雌酮含量為

0.007~0.027 mg/kg 及 雌 三 醇 含 量 為

0.010 mg/kg，其中 26% 同時檢出兩種

以上雌激素，因雌二醇可代謝為活性相

對較低的雌酮和雌三醇，在 1 件雌性洄

游烏魚肝樣品同時檢出雌二醇 0.229 

mg/kg、雌酮 0.027 mg/kg 及雌三醇

0.010mg/kg，另 4 件雌性洄游烏魚肝樣

品同時檢出雌二醇 0.073~0.156 mg/kg 及

雌酮 0.007~0.010 mg/kg。 

3. 烏魚卵巢：19件洄游烏魚卵巢樣品中有

1 件烏魚卵巢樣品檢測到雌激素，檢出

率為 5%，檢出雌二醇含量為 0.007 

mg/kg，詳見表十一。 

三、海生烏魚及洄游烏魚雌激素

含量之探討 

(一)烏魚雌激素含量之探討 

綜合 20 件海生烏魚及 20 件洄游烏魚

樣品中，包含烏魚肉、烏魚肝及烏魚卵巢

各組織部位，雌激素含量檢測的結果顯

示，其檢出藥劑主要為雌二醇、雌酮及雌

三醇，其中以雌二醇檢出率為最高，依序

為雌酮及雌三醇，其檢出組織部位主要為

烏魚肝及烏魚卵巢，其中以雌性烏魚肝檢

出率為最高。 

(二)雌性烏魚雌激素含量與生殖腺指數 

(Gonadosomatic index) 之探討 

生殖腺指數  (Gonadosomatic index, 

GSI)，又稱性腺指數，為性成熟度的一個

指標，其計算方法為 GSI = (生殖腺重量/

魚體重) x 100，計算 20 件雌性海生烏魚及

19 件雌性洄游烏魚之 GSI 值，如下： 

1. 海生烏魚：20 件雌性海生烏魚之 GSI

值，有 7 件 (35%) GSI 值在 1~5 之間，

有 7 件 (35%) GSI 值在 5~10 之間，有

5 件 (25%) GSI 值在 10~15 之間，只有

1 件 (5%) GSI 值為>15。 
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2. 洄游烏魚：19 件雌性洄游烏魚之 GSI

值，有 8 件 (42%) GSI 值在 10~15 之

間，有 11 件 (55%) GSI 值>15。 

20 件雌性海生烏魚中有 14 件 (70%) 

GSI 值在 1~10 之間，19 件 (100%) 雌性

洄游烏魚之 GSI 值皆>10，詳見  (表十

二)，同時依據 20 件雌性海生烏魚及 19 件

雌性洄游烏魚雌激素含量檢測的結果顯

示，烏魚肝雌激素之檢出率為洄游烏魚>

海生烏魚，烏魚卵巢雌激素之檢出率為海

生烏魚>洄游烏魚，因洄游烏魚樣品所採

樣之時間為烏魚之生殖季節，其卵黃調控

機制下雌魚卵巢合成雌性素，而雌性素促

進肝細胞在肝臟中合成和分泌卵黃生成

素，並反饋於大腦和垂體以控制卵黃合成

和成熟 (4, 11, 18, 44)，生殖季節時雌魚之 GSI

值較大且卵巢趨於成熟，雌魚卵巢不再需

要合成雌性素，且雌魚肝臟中亦已有足夠

之雌性素促進肝細胞在肝臟中合成和分泌

卵黃生成素。 

(三)雌二醇含量之盒鬚圖 

依據雌二醇含量檢測之結果，進行雌

性烏魚肝之盒鬚圖分析，求出雌二醇含量

分別在雌性烏魚肝及烏魚卵巢之最大值、

最小值、中位數、第一四分位以及第三四

分位數等統計量。 

依據雌二醇在 20 件雌性海生烏魚肝 

(marine mullet liver) 及 19 件雌性洄游烏魚

肝  (migrating mullet liver) 樣品中含量檢

測之結果，其中 N. D. (Not Detected，未檢

出)以 1/2 LOQ值表示，因雌二醇在烏魚肝

之 LOQ 為 0.005 mg/kg，故 1/2 LOQ = 

0.0025 mg/kg ( 四 捨 五 入 後 為 0.003 

mg/kg)，進行盒鬚圖分析，如  (圖三) 所

示，雌性海生烏魚肝沒有離群值，而雌性

洄游烏魚肝有 2 個離群值，分別為 0.156

及 0.229 mg/kg，因生物體間個體差異性，

故本研究不探討離群值，則雌二醇在雌性

烏魚肝之最小值及最大值數據，在雌性海

生烏魚肝為 0.003 及 0.010 mg/k 及雌性洄

游烏魚肝為 0.013 及 0.102 mg/kg；盒鬚圖

中盒子大小表示分散程度，盒子表示 50%

雌二醇在雌性烏魚肝之數據，其在雌性海

生烏魚肝為 0.003 ~ 0.007 mg/kg 及雌性洄

游烏魚肝為 0.033 ~ 0.076 mg/kg；盒中黑

線表中位數，其在雌性海生烏魚肝為

0.005 mg/kg 及雌性洄游烏魚肝為 0.049 

mg/kg。 

表十二、雌性海生烏魚及雌性洄游烏魚之生殖腺指數範圍 

Table 12. Range of GSI values detected in marine mullet and migrating mullet 

Type of sample Sampling time 
No. of sample (Percentage of sample number, %) 

GSI 1~5 GSI 5~10 GSI 10~15 GSI over 15 

Marine mullet1) 201910 7 (35) 7 (35) 5 (25) 1 (5) 

Migrating mullet1) 201912 0 0 8 (42) 11 (58) 

1) 國立臺灣海洋大學水產養殖學系沈士新老師提供海生烏魚及洄游烏魚之 GSI 值。 
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圖三、雌二醇在不同雌性烏魚肝分析結果之盒鬚圖。 

Fig. 3. Box plot illustrating Estradiol (E2) residues in livers from marine mullet and migrating 

mullet. 

 

結論與建議 

本研究建立以 QuEChERS 方法搭配液

相層析串聯質譜儀 (LC-MS/MS)，同時分

析烏魚肉、烏魚肝及烏魚卵巢中 7 種雌激

素之分析方法，此分析方法具靈敏度及檢

測效率，可準確鑑別雌激素，簡短分析流

程，回收率及再現性均佳，可應用於例行

性之檢驗工作，並提供烏魚安全生產管理

相關研究計畫之應用。 
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Multiresidue Analysis of Estrogens in Mullet 
Hui-Shan Chen1, Horng-Ji Chen2, Tsyr-Horng Shyu1* 

 

Abstract  

Chen, H. S., Chen, H. J., and Shyu, T. H. 2020. Multiresidue analysis of estrogens in mulle. Taiwan 

Pestic. Sci. 9: 55-75.  

In this study, we developed a novel method (based on liquid chromatography/tandem 

mass spectrometry, LC-MS/MS) to analyze mullet muscle, mullet liver, and mullet ovaries 

for the following estrogen residues: Estrone (E1), 17α-Estradiol (17α-E2), Estradiol (E2), 

Estriol (E3), Diethylstilbestrol (DES), Ethinylestradiol (EE), and Estradiol benzoate (EB). 

Specifically, we first performed a triple recovery test by adding three concentrations to 

mullet muscle, mullet liver and mullet ovaries. We then purified and extracted estrogen 

residues using the QuEChERS procedure and analyzed resulting test solutions qualitatively 

and quantitatively via LC-MS/MS. Average recovery rates for the seven kinds of estrogen 

ranged from 67% to 116% in mullet muscle, 61% to 113% in mullet liver, and 60% to 99% 

in mullet ovaries. For all average recovery rates, coefficient of variation were <20%. The 

limit of quantitation for each estrogen was 0.002 mg/kg in mullet muscle, 0.005 mg/kg in 

mullet liver, and 0.005 mg/kg in mullet ovaries. Our proposed method could be applied to 

the routine monitoring of estrogen residues in mullet tissues, including mullet muscle, mullet 

liver and mullet ovaries. In this study, we also determined the types and background 

concentrations of estrogen in marine mullet and migrating mullet. These results could be 

used as reference values in future research applications. 

Key words: mullet, estrogen, LC-MS/MS 
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